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Description 

La pr6sente invention concerns un nouveau proc6d6 de synthase prot6ique. 

Plus particulierement, invention conceme un proc6d6 mettant en oeuvre les techniques de manipula- 

5 tons g6n6tiques in yrtro. pour obtenir un rearrangement concerts de sequences d'acide ddoxyribonu- 
cl6ique permettant d'induire la synthase de la s6njm-aJbumine humaine par une bacterie. 

La senjm-albumine humaine est une proline constitute de 585 acides amines, ne contenant pas de r£- 
sidus glycosidiques associ6s et ayant un poids mol6culaire de I'ordre de 66000 daltons. 
G6n6tiquement, la serum-albumine humaine est cod£e chez i'homme par deux gdnes alieiiques autoso- 

10 miques et codominarts. Les g6nes de la s6rum-albumine humaine sont notoirement polymorphiques, et Ton 
connatt au moins vingt-quatre variants de s6rum-albumine differences par leur comportement 6Iectro- 
phor&ique (Shell et Blumberg, The genetics of Human serum-albumin", dans "Albumin Structure, Func- 
tion and Uses", Rosenoer, Oratz et Rothschild 6ds., Pergamon Press, 1977). 

La serum-albumine est syntr»etis6e dans les hepatocytes, puis excretee dans le s6rum dont elle consti- 

15 tue la proline la plus abondante, avec des concentrations moyennes de i'ordre de 4 g/100 ml de serum. 
Elle joue un role physiologique majeur dans le maintien de la pression osmotique du plasma, et contribue 
ainsi £ la stability de P6quilibre entre milieu int6rieur (cellulaire) et milieu exterieur (circulant), equilibre qui 
assure, entre autres fonctions, le maintien d'un taux d'hydratation cellulaire compatible avec le fonction- 
nement physiologtque normal de I'organisme. 

20 La s6rum-albumine humaine joue egalement un rdle dans le transport de molecules hydrophobes 
"natureiles" (st6ro7des et sels biiiaires par exemple) ou mddicamenteuses jusqu'e leurs sites d'action. 

Ceci explique que la serum-albumine humaine sort utilise soit dans la thdrapeutique des troubles de la 
votemie, par exemple hypovolemics aigOes post-hemorragiques, brOlures Vendues, soit en thdrapeuti- 
que d'appoint darts les solutes dits de remplissage en chirurgie g6n6rale, soit dans ie traitement des 

25 etats de d6shydratation (par exemple des syndromes nephrotiques), toutes ces utilisations exigeant rap- 
port de quantit6s considerables de s6rum-albumine (plusieurs dizaines de grammes par jour par malade). 

La s6rum-albumine humaine est extraite actuellement du serum par des techniques d6rivees de ceile 
de EJ. Cohn et colL, J. Am. Chem. Soc. (1946), §8, p. 459 et suivantes, ou de placentas par la technique 
de J. Liautaud et coll., 13th Internal Congress of IABS, Budapest ; A : Purification of Proteins. De- 

30 velopment of Biological Standard (1973) Karger, ed., Bale, p. 107 et suivantes. Ces sources, qui suf- 
fisent k peine aux besoins du march6 mondial, souffrent de plusieurs d6fauts, entre autres leur carac- 
tdre aldatoire. Par ailleurs, elles ne sont pas depourvues de risques de contaminations (hepatite par 
exemple, et plus ricemment syndrome immuno-difidtaire acquis), ce qui aurait des consequences drama- 
tiques lore d'une utilisation th6rapeutique. 

35 Les techniques de recombinaison gen6tique in vitro offrent maintenant la possibility de faire synthdti- 
ser par un microorganisme, par exemple la bacterie Escherichia coli. n'importe quelle proline ou n'impor- 
te quel polypeptide, et ce thdoriquement en quantity illimitees (voir par exemple F. Gros et coll., Scien- 
ces de la Vie et Soct6te, Documentation Frangaise 6d. 1979). 
On salt depuis les experiences classiques de F. Jacob et coll., que I'ADN contient d'une part un en- 

40 sembie de genes dits "de structure", c'est-A-dire codant pour une proline donnee, et d'autre part des 
genes dits "de regulation", c'est-&-dire capables de moduler ('expression des genes de structure, i'asso- 
ciation des deux types formant une entite dite "op6ron\ 

Les recherches en biologie moieculaire et la mise au point des techniques de s6quen$age de I'ADN (F. 
Sanger et A.R. Coulson, J. Mol. Biol. (1975), 9& p. 441 et suivantes ; A.M. Maxam et W. Gilbert, Proa 

45 Natl. Acad. ScL (USA) (1977), J£ p. 560 et suivantes) ont permis de preriser i'organisation de I'operon 
telle que Pavaient congue F. Jacob et J. Monod (F. Jacob et J. Monod, Cold Spring Harbor Symp. 
Quant Biol. (1961), 2& p. 193 et suivantes ; F. Jacob et J. Monod, J. Mol. Biol. (1961), 3, p. 318 et suivan- 
tes), et d'identifier les caractdres particulars de la structure primaire des deux types de genes. 
Ainsi, tout gdne de structure est encadrd d'un codon dit "dlnitiation de traduction" (ATG) et d'un co- 

50 don "d'arrdf. Le codon cf initiation a pour fonction de fixer un ARN de transfert porteur d'une formylme- 
thionme. La chalne proteique s'allongera & partir de cette formylm6thionine par attachements successrfs 
des acides amines codes par le gene de structure ; le codon "d'arref provoquera enfin un arret de fal- 
longement et la liberation de la proteine n6oform§e. 
En ce qui conceme les genes regufateurs (promoteurs, represseurs), definissant par exemple un pro- 

55 moteur comme un fragment d'ADN sur lequel se fixe TARN polymerase, on a pu identifier les sequences 
les plus conserves (D. Pribnow, Proa Natl. Acad. Set. (USA) (1975), 72, p. 784 et suivantes) ; de m£- 
me on a pu definir les sequences d'ADN les plus conservees au niveau des sites de fixation des riboso- 
mes (RBS) (J. Shine et L Dalgamo, Nature (1975), 2§4, p. 34 et suivantes), sites qui jouent un role dans 
la traduction en proteine de TARN transcrit 

60 Ainsi les genes regulateurs bacteriens peuvent done etre definis par leurs proprietes fonctionnelles 
et aussi par leur sequence primaire, ce dont les techniques de recombinaisons genetiques in vitro tirent 
profit pour placer un gene de structure quelconqu sous leur contrdle, ceci grice h I'existence des • 
"enzymes de restriction", qui coupe nt I'ADN en des points sp&afiques (H.O. Smith et K.W. Wilcox, J. 
Mol. Biol. (1970), 5! p. 379 et suivantes ; M. Meselson et R. Yuan, Nature (1968), 217, p. 1 110 et suivan- 

65 tes ; RJ. Roberts, Nucleic Acids Res. (1982), 1, p. 135 et suivantes). 
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Les techniques utiiisees, et connues par ailleurs, mettent en o uvre Putilisation concertee de ces en- 
zymes pour couper I'ADN en des points predetermines, et tfenzymes dites ligases" pour Her ies frag- 
ments entre eux (P.E. Loban et A.D. Kaiser, J. Mol. Bio!. (1973), 78, p. 453 et suivantes). L'ensemble est 
port6 par des "vecteurs" (piasmides ou bacteriophages), susceptibles d'etre introduits dans une bact6- 
5 he telle que E.coli seion des precedes connus par aiileurs, et de s*y maintenir lors de la croissanoe de la 
bacterie-hote (M. Mandel et A. Higa, J. Mol. Biol. (1970), 52, p. 154 et suivantes). 

Ainsi la prtsente invention conceme un precede permettant d'induire la biosynthtee de la sSrum-albu- 
mine humaine dans uh microorganisme. 

L'invention consiste k modifier in vitro le g6ne de structure de la serum-albumine humaine de telle sor- 
10 te qu'il poss&de un codon d'initiation, puis k lier le gdne de structure modifi6 k un gene r6gulateur inducti- 
ble. 

Une bact6rie-hdte, telle que E.coli. contenant le g&ne modifie, produit un taux d'albumine important 
aprds induction dans des conditions ddfinies. 
R.G. Schoner et coll., Biotechnology (1985), p. 151 et suivantes ont observe que des prolines het6ro- 

15 logues synth6tis6es k haut niveau dans E.coli se trouvent dans la cellule sous forme d'aggregats insolu- 
bles. Ce meme phenom6ne est observe dans le cas de la serum-aJbumine humaine synth6tis6e par Ecoli . 
L'insolubilite de la s6rum-aibumine humaine produite par Ecoli peut etre expliquee, par exemple, par le 
fart que la proline pourrait ne pas etre synthetis6e dans sa conformation native en particulier parce 
que le potential d'oxydo-reduction intracellulaire est incompatible avec la formation correcte des 17 

20 ponts disulfures de la proteine (J. Uren, International Biotechnology Laboratory, Avril 1985, p. 26 et sui- 
vantes). II a et6 montre, dans cfautres systemes, que des prolines mal replies ont tendance k s'aggre- 
ger et k pr6cipiter (J. London et coll., Eur. J. Biochem (1974), 47, p. 409 et suivantes ; G. Orsini et M.E. 
Goldberg, J. Biol. Chem. (1978), 253, p. 3453 et suivantes). II en r§sulte que la serum-albumine humaine 
synth6tis6e chez tsoli ne peut pas etre puriftee par des methodes classiques et n'est pas un produit di- 

25 rectemerrt utilisable en th6rapeutique. 

De nombreuses proteines peuvent etre transformdes en leur forme native aprfcs denaturation et re- 
duction contrdl6es in vitro. II en est ainsi par exemple, pour la tryptophanase d 'E.coli. le chymotrypsino- 
gkne, I'anhydrase carbonique, la ribonuctease, le lysozyme et I'inhibiteur trypsique de pancreas bovin 
(J. London et coll., Eur. J. Biochem. (1974), 4£ p. 409 et suivantes ; G. Orsini et M.E Goldberg, J. Biol. 

30 Chem. (1978), 252, p. 3453 et suivantes ; R.F. Goldberg et coll., J. Biol. Chem. (1970), & P- 5015 et sui- 
vantes ; T.E Creighton, J. Mol. Biol. (1974), 87, p. 563 et suivantes). Dans la plupart des cas, I'indica- 
teur le plus sensible de renaturation complete cTune proteine est son activite enzymatique. Cependant 
une activite ert2ymatique n'a pas pu etre mise en evidence de fagon indiscutable pour la serum-albumine. 
La renaturation de la serum-albumine bovine (J.M. Teale et D.G. Benjamin, J. Biol. Chem. (1976), 251, P- 

35 4603 et suivantes) et humaine (A. Wichman et coll., Eur. J. Biochem. (1977), 7g p. 339 et suivantes) a ete 
possible k Faide de techniques immunologiques en utilisant des anticorps polyclonaux. Plus r6cemment, il 
a ete montre que certains anticorps monoclonaux peuvent servir de sondes de la conformation native 
d'une proteine (L Djavadi - Ohaniance et coll., Biochemistry (1984), 22, p. 97 et suivantes). II est done 
possible d'anatyser la conformation de la s6rum-albumine humaine k raids d'anticorps monoclonaux diri- 

40 ges contre cette proteine et qui sont d6crits dans la litterature (C. Lapresle et N. Doyen, Mol. Immunol. 
(1983), 20, P- 549 et suivantes). 

La pr6sente invention conceme egalement un proc6d6 permettant de modifier, par d6naturation et re- 
naturation contr6!6e, la conformation de la serum-albumine humaine, obtenue par voie microbiologique 
seion le precede de la presents invention ou par toute autre m6thode conduisant k une serum-albumine 

45 humaine non-native, afin que la proteine ainsi produite poss&de une structure tridimensionnelle identique 
k celle de la serum-albumine humaine native d'origine naturelle. 

Dans ce qui suit la signification des termes techniques employes en Biologie Moiecufaire sera suppo- 
se connue (cf. par exemple "Biologie MoI6cuIaire du G6ne\ de J. Watson, edition frangaise, Interedi- 
tions 1978). Dans ce qui suit seront d6crits successivement la construction, les precedes d'expression 

50 du gene et la renaturation de la serum-albumine humaine. 



A. CONSTRUCTION DU GENE DE LA SERUM-ALBUMINE HUMAINE 
55 1 . Preparation d'ARN messager de foie 

On utilise des cellules hepatiques, obtenues par exemple par biopsie, et on en extrait TARN messager 
seion la m6thode decrite par exemple par V. Glisin et coll., Biochemistry (1974), 13, p. 2633 et suivantes ; 
et par R. Deeley et coll., J. Biol. Chem. (1977), 2§2, p. 8310 et suivantes. On traite la biopsie par une solu- 
60 tion de thiocyanate de guanidine 6M, et Ton purifie TARN total par plusieurs cycles de precipitation dans 
rethanol k -20°C, centrifugation et redissolution des culots de centrifugation. 

On enrichit la preparation en ARN messager par plusieurs cycles de chromatographie d'affinite sur 
des colonnes d'ofigo (dTVcellulose, seion la technique decrite par H. Aviv et P. Leder, Proa Natl. Acad. 
Sci. (USA) (1972), §9, p. 1408 et suivantes. L'ARN messager ainsi isoI6, contenant 1 k 2 % de TARN total, 
65 est conserve en solution aqueuse k -70°C. 
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On peut determiner la proportion cfARN messager sperifique de la s4rum-albumine humaine au sein de 
la population total (par exempl par traduction in vitro d'un aliquot de la solution d'ARN dans des lysats 
de reticulocytes de lapin). Un m6thode consiste k utiliser le lysat de reticulocytes foumis par la soci6t6 
Amersham, suivant te protocole preconis6 par ce foumisseur. On peut ainsi determiner la fraction de 
5 proteine neoform6e immunopreriprtable par des anticorps anti-albumine au sein de ['ensemble des protei- 
nes neoformees. On obtient par exemple une fraction de I'ordre de 6 %. 

2. Synthase de cDNA et cJonage dans E.coli 

1 0 a Synthese du premier brin 

A partir de la technique de G.N. Buell et coll., J. Biol. Chem. (1978), 253, p. 2471 et suivantes, modi- 
fiee t on utilise par exemple 5 jig d'ARN messager total dans un volume final de 50 microlrtres d'une solu- 
tion contenant : 100 mM Tris-HCI pH 8.3, 10 mM MgCfe, 0,4 mM DTT, 20 mM KCI, 0 r 4mM Na pyrophos- 
15 phate, imM de chaque nucleotide triphosphate (dNTP) ,100 \ig/m\ de o!igo(cfT)i2-i8* 0,5 U/ml d'inhibtteur 
de ribonuc!6ases, 50 picomoles de traceur radioactif et 40 unites de Transcriptase reverse (Societe Li- 
fe Science, Inc.). 

La reaction de transcription reverse de TARN messager en ADN compiementaire (cDNA) se poursuit 
pendant 1 heure k 42°C. 

20 Le taux de synthese de cDNA est calcuie par mesure du taux ^incorporation du traceur radioactif en 
molecules acido-pr6cipitables, seion une technique connue. 

Apr&s 1 heure, on arrete la reaction par addition d'EDTA (20 mM), et Ton detrult TARN messager par 
digestion alcaline dans 50 mM de NaOH, k 42°C, pendant 3 heures. 
On separe le cDNA n6oform6 des dNTPs non-incorpores et des produits de degradation alcaline des 
25 ARNs par chromatographie, par exemple, sur une colonne de Sephadex G100 (Pharmacia Rne Chemi- 
cals). On obtient 1 ,5 jig de cDNA simple brin k partir de 5 jig cPARN messager total. 

b. Synthese du deuxieme brin 

30 Le cDNA simple brin est converti en ADN double brin par action du fragment "Klenow" de I'ADN poly- 
merase I. 

Les conditions de reaction sont : 100 mM Hepes pH 7, 10 mM MgCk, 2,5 mM DTT, 70 mM KG, 0,5 mM 
de chaque dNTP, et 50 unites du fragment "Ktenow" de I'ADN polymerase I (commercialisee par exemple 
par la Societe New England Biotabs Inc.). 
35 La reaction est poursuivie pendant 15 heures, k 15°C, et Ton separe I'ADN double brin des dNTPs non 
incorpores k nouveau par chromatographie sur colonne de Sephadex G100. 

c. Clonage de I'ADN double brin 

40 Pour supprimer les molecules d'ADN simple brin et obtenir un ADN double brin k extr6mit6s tranches, 
on traite les sequences non appariees par la nuclease Si selon la technique decrite par A. Efstradiatis 
et coll., Cell (1976), 7, p. 279 et suivantes. On separe les ADNs neoformes double brin selon leur taille 
par centrifugation dans un gradient de saccharose. On utilise g6n6raiement un gradient de 5 % - 20 % de 
saccharose en 50 mM Tris-HCI pH 8,5, 10 mM EDTA , 800 mM NaCI, centrifuge k 210000 g pendant 15 
45 heures, k 20°C, et on effectue un fractionnement du gradient en aliquots apr£s centrifugation. 

On corrtrfile la taille des molecules dans chaque fraction par eiectrophorese d'echantillons faite en pa- 
raliete avec des etalons d'ADN de tallies connues, et I'on regroupe les fractions contenant un ADN 
constitue par Penchamement de plus de 500 paires de bases. 
Pour permettre le clonage de cet ADN on allonge d'abord ses extr6mites 3' avec de l'oIigo(dC), et on 
50 allonge paralieiement les extremes 3' du site Pstl du plasmide vecteur pBR322 avec de l'oligo(dG) selon 
la technique de F. Rougeon et coll., J. Biol. Chem. (1977), 252. p. 2209 et suivantes. 

On hybride alors I'ADN double brin d6crit ci-dessus au plasmide vecteur, selon par exemple la techni- 
que de L Villa-Komaroff et coll. Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) (1978), Z5. P- 3727 et suivantes. 
On cree une "banque" de clones de cDNAs de foie par transformation de la bacterie Ecoli avec 
55 I'ADN ainsi ctecrit seion la methode decrite par M. Mandel et A. Higa, J. Mol. Biol. (1970), 53, p. 154 et 
suivantes et M. Dagert et S.D. Erlich., Gene (1979), & p. 23 et suivantes. 

d. Reperage des clones de cDNA albumins 

60 On utilise une technique d 1 hybridation sur colonies k Paide d'oligonucieotides synthetiques dont les se- 
quences sont deduites de la sequence proteique de I'albumine humaine (B. Mefoun t aL, FEBS Letters 
(1975), 58, p. 134 et suivantes ; M. Grunstein et D. Hogness, Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) (1975), 72, p. 
3961 et suivantes ; R.B. Wallace et coll., Nucleic Acids Res. (1981), 9, p. 879 et suivantes). 
Les clones sont cultives par series de 96 sur milieu de Luria contenant 25 jig/ml de tetracycline, en 

85 
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boltes carrSes, directement sur des filtres de nitrocellulose. Aprds croissance k 37°C puis amprrfication 

en presence de 250 ng/ml de chloramphenicol, les colonies sont Iys6es par la soude puis hybridees avec 

2f ?LT n , r?Sff-i radl0act,v6s en 5 * ^nation, dans une solution contenant : 5 X SSC, 0 5 % NP 

e A EH?!! d ? t ^™ n d6 "atur6 par Ebullition et refroidi rapidement dans la glace, 0,5 

Kl£ & ftf' !!V effectu6e 6 37 ° C P 9 "^ « »»u«l On lave ensurte 

les filtres en 5 X SSC, k 25*C, puis 37«C, puis 45*C et ce pendant quatre fois 15 minutes a chaque 6tape 

H.Sc'fX l 0nX *°? ex PO^ sur films Kodak X-OMAT, a -70'C, avec un ecran amplificateurpen- 
dant 15 a 24 heures. Les clones hybndants avec les sondes sont r6isol§s puis lyses. L'ADN plasmidique 
est purifie par centrifugation en milieu chlorure de cSsium-bromure d'ethidium selon une technique con- 
10 nue. M 

On sequence I'ADN de Insertion par la technique de Maxam-Gilbert (A. Maxam et W. Gilbert 
Methods Enzymol. (1980), §5, p. 499 et suivantes) pour comparer la sequence proteique derivee de la 
sequence nucieotidique et celfe de la serum-albumine humaine. 

On identme ainsi une serie de clones dont les insertions correspondent a I'ensembie du qene de la s£- 
15 rum-albumine humaine. 

Dans la figure 1 est representee la carte de restriction du gdne de la serum-albumine, ainsi que la posi- 
tion de trois des insertions les plus representatives, d6sign6es par "pT1 B1 1 "pAASS". "p6D8\ 

e. Incorporation au g&ne de structure d'un codon dlnhiation (figure 2) 

a) On digdre I'ADN du plasmide "pTIBir par les enzymes Pstl et Pvull, et on isole un fragment d'ADN 
de 125 paires de bases, correspondant k la sequence de I'extremite 5' du g$ne de la serum-albumine 
(acides amm§s n° 1 k 62). On fixe k I'extremite Pvull une sequence de jonction constitu6e du site de re- 
connaissance de I enzyme BamHI. On obtient ainsi un fragment Pstl-BamHI. 
25 .A^A^^f , d ' autr ®,P art oligonucleotide synth6tique ayant 21 bases de long, possedant un triplet 
ATG devant les nucleotides codant pour les acides amines de la serum-albumine humaine ainsi qu'un si- 
te de restnction Ncoi, et dont la sequence est la suivante : 5'GAATCCATGGATGCACACAAG 3' 
On denature le fragment d'ADN Pstl-BamHI, et on I'hybride avec ('oligonucleotide synth6tique. L'hy- 
™ ^ ** ^P^J 3 science 5*...GATGCACACAAG 3\ I'extremite 3' du brin tf ADN complemented 
30 etant desappanee. On digftre les extremites d6sappariees, puis on polymerise dans le sens 5'...3' avec 
te fragment Klenow de I'ADN polymerase I. d'aprts (es techniques de H. Jacobsen et coll., Eur. J. Bio- 
chem. (1974), 45, p. 623 et suivantes. 

On obtient ainsi un fragment contenant en 5' une extnimite franche, un site Ncol puis le triplet ATG et 
en 3 un site BamHI. 
35 b) On realise la ligation de trois fragments d*ADN : 

1) un fragment EcoRI-BamHI du plasmide "pLG200" (L Guarente et coll, Ceil (1980) 20, p. 543 et sui- 
vantes) portent un gene de resistance aux antibiotiques, I'origine de replication et I'extremite 3* du gene 
oe ta p-galactosidase, 

40 * n ^gment EcoR'-Pvull du plasmide -pGL101" (G. Lauer et coll., J. Mol. Appl. Genet (1981), i p. 

139 et suivantes) portant le promoteur Prac et le site de fixation de ribosome (BBS) du gene lacZ d 'E.coiL 
3) le fragment d'ADN mutag6ntse codant pour les 62 premiers acides amines de Taibumine humaine. 

On isole un plasmide (pXL52) qui realise une fusion de I'extremite 5' du gdne de la serum-albumine hu- 
45 . maine avec te g&ne de la frqalactosidase d 'Ecoli . 

f. Construction du gkne compfet (figure 2) 



50 



55 



60 



65 



Ondigerel ADN du plasmide "p6D8- par EcoRI, et partieilement par Bglll, selon une technique d6fc de- 
cnte. On isole le grand fragment EcoRI-Bglll contenant la sequence codant pour les 405 demiers acides 
anwids de la serum-albumine humaine puis I'origine de replication du plasmide et le g6ne de resistance k la 
tetracycline. 

On digdre I'ADN du plasmide •pXL52" decrit ci-dessus par EcoRI et Sau3A, et on isole un fraament 
contenant 200 paires de bases. 

On digere I'ADN du plasmide "pAA38" par Sau3A et on isole un fragment contenant 540 paires de ba- 
ses* 

On ligature les trois fragments (dans I'ordre [pXL52 EcoRI-Sau3A] - [pAA38 Sau3Al - [p6D8 Bglll- 
c2i e J P 1 ** * la compatibifite entre les sites Sau3A et Bglll. On obtient un plasmide appeie 
P*Z*r 9 ul la e ? i uafi t t6 de £ construction est corrtrdl6e par un sequencage complet du fragment compris 
entre le site EcoRI et 1 site Pstl correspondant a la jonction de .Insertion et du plasmide vecteur. 

U sequence nucieot'dique complete, ainsi que la sequence proteique deriv6e, sont representees 
dans les figures 3 et 4. 

Us variations observ6es entre cette sequence et la sequence proteique publiee (B. Meloun et coil, 
PEBS Letters (1975), p. 134 et suivantes ; M. Dayhoff, Atlas of Protein sequence and structure 
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(1978), £, supplement 3, p. 306) sont les suivantes : 

Position Melotm et coll. Serum albumlne h mnalne d Sduite 

de la sequence de CT pX L53" 
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131 


Glutanine 


Aclde glutamique 


364 


Histidine 


Alanine 


367 


Tyrosine 


Histidine 


370 


Alanine 


Tyrosine 


381 


Valine 


Methionine 


464 


Acide glutamique 


Histidine 


465 


Histidine 


Acide glutamique 


501 


Glutamlne 


Acide glutamique 



25 B. CONSTRUCTION DE SYSTEMES D'EXPRESSION DE LA SERUM-ALBUM IN E HUMAINE 
1° Utilisation du promoteur "Pl" du bacteriophage lambda 

a) On linearise le plasmide "pXL53" par digestion partieile par I'enzyme Ncol t en ne consid&ant que te 
30 site Ncol en 5' du codon d'initiation et on forme des bords francs par remplissage selon la technique de 
R.M. Warteil et W.S. Reznikoff, Gene (1980), 3, p. 307 et suivantes). 

On synthase un "adaptateur" contenant en 5' une sequence correspondant au site de reconnaissan- 
ce d'une enzyme de restriction telle que BamHI, puis une sequence correspondant k un site de fixation 
de ribosomes (RBS "consensus" ou "th§orique"). La sequence de I'adaptateur est : 
35 5'GGATCCTAGGAGGAAC 3*. 

La ligation de I'adaptateur en 5* d'un ADN k bords francs a 6t6 d£crite, par exemple, par CP. Bahl et 
coll., Gene (1976), 1, p. 81 et suivantes. 

La m6thode consists k effectuer la reaction sur 20 microlitres d'une solution contenant 50 mM Tris, 
HCI pH - 7,5, 10 mM MgCfe, 15 mM DTT, 1mM ATP, 50 fig/ml d'adaptateur t 20 ng/ml d'ADN et 1 unite 
40 cfADN-figase (New England Biolabs tnc). La reaction est poursuivie pendant 10 heures k 15°C. Cette li- 
gation cree un site BamHI sans supprimer le site Ncol. 

On digere le produtt de ligation par BamHI et par HinDIII. Du fait de la presence d'un site HinDlll en 3* 
du gene de la serum-aibumine humaine, on obtient un fragment d'ADN contenant la totalite de la sequen- 
ce codante. 

45 On sous-done le fragment HinDIII-BamHI ainsi obtenu par exemple dans le plasmide "pBR322" en 
transformant E.coli selon la methods d6j& decrite ci-dessus pour obtenir le plasmide "pXL61\ 
Le plasmide a pXL61 n ne contient pas de promoteur. 

Le promoteur "Pl" du bacteriophage lambda est plac£ sur le chromosome du bacteriophage entre un si- 
te Bglll et un site BamHI (voir E, Szybalski et W. Szybalski, Gene (1979) 7, p. 217 et suivantes), et dorrt la 
50 sequence nuddotidique est connue (F. Sanger et coll., J, Mol. Biol. (1982), 162. p. 279 et suivantes). On 
peut doner ce fragment et modifier ses sites de restriction selon des m§thodes connues. 

On note que les piasmides portant Pl doivent etre propag6s dans des souches de E.coli portant le g&- 
ne rtfpresseur cl, ceci afin cfdviter que ce promoteur ne s'exprime de fagon constitutive. 

Dans une premiere construction, Pl est disponible sous forme (fun fragment BamHI k partir du plasmi- 
de "pPL-lambda" (Pharmacia P.L Biochemicals). L'insertion de ce fragment BamHI dans le site BamHI du 
plasmide "pXL61" permet d'obtenir le plasmide "pXL65", dans lequel on a v6rifi6 que Porierrtation du pro- 
moteur par rapport au gdne de structure de la s6rum-albumine humaine est correcte. 
D'autres constructions peuvent etre r6alis6es k partir de piasmides disponibles. On peut par exem- 
„ pie, exciser du plasmide "pPL-lambda" un fragment Haelll-Haelll contenant le promoteur Pl et I1ns6rer 
dans le site Smal d'une sequence de donage multisite portde sur un plasmide, tel que le plasmide "pUCd" 
(J. Vieira et J. Messing, Gene, (1982), 79, p. 259 t suivantes) pour obtenir "pUCS-Pl"" dans lequel le 
site EcoRI est en 5' du promoteur. 
A partir du plasmide "pPSr (P. Sarmientos et con., Cell (1983), 32, p. 1337 et suivantes), on peut 
35 cfabord ddtruire le site HinDIII le plus proche du site Ndel (figure 2) puis remplacer le petit fragment 
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EcoRI-HinDIII par, d'une part, le fragment EcoRI-BamHI du plasmide "pUC8-Pl" contenant ie promoteur 
Pl, et t d'autre part, le fragment BamHI-HinDIH du plasmide "pXL61" contenant le gfcne de fa s6rum-albu- 
mine. On obtient ainsi le plasmide "pXL70" dans lequel I'ensemble Pl-RBS "consensus"-ATG-gfcne de la 
s6rum-atoumine humaine est porte sur un fragment d'ADN EcoRI-HinDIII, 

5 

b) Remplacement du RBS "consensus* par celui de gdne Cll du bacteriophage lambda 

Le gfcne Cll du bacteriophage lambda dont la sequence et le site dlnitiation sont connus peut etre tra- 
duit avec efficactte (E Schwarz et coll., Nature (1978), 2Z2, p. 410 et suivantes). 
10 On construit un plasmide contenant le systeme depression "Promoteur "Pl" - RBS Cll - ATG - gene 
s6rum-albumine". t ti ^ /A , 

Par exemple, on peut aprds avoir d&ru'rt le site BamHI de "pUC8-Pl" par action de* I enzyme SI (A J. 
Berk et PA Sharp, Cell (1977), 1& p. 721) isoler un fragment EcoRI-HinDIII contenant le promoteur Pl et 
ensuite lier ce fragment avec un fragment EcoRI-HinDIII du plasmide "pDS20" (G. Duester et coll., Cell 
(1 982), 20, p. 855 et suivantes, pour obtenir le plasmide "pXL73". 

Le RBS du g§ne Cll est extrait du plasmide "pPS1". On digdre ce plasmide par Ndel et on insere un 
adaptateur BamHI apr&s formation d'extrSmitds tranches. On excise alors le RBS sous forme d'un frag- 
ment HinDIII-BamHI. , ( . _ ti ^ , (1 

On construit d'abord un plasmide "pXL88" dans lequel ce fragment HinDIII-BamHI est li£ au grand 
fragment HinDIII-BamHI du plasmide "pXL73". Dans le nouveau plasmide "pXL88", le RBS Cll est ins6r6 
dans la bonne orientation rapport au promoteur Pu Ie tout dans un systeme multisites de telle sorte que 
('ensemble Pl-RBS Cll sott porte sur un fragment d'ADN EcoRI-BamHI de 578 paires de bases. 

Le fragment EcoRI-BamHI de 578 paires de bases est sous<lon§ entre les sites EcoRI et BamHI du 
05 plasmide "pMC1403" (M.J. Casadaban et coll., J. Bacteriol. (1980), 143, p. 971 et suivantes) qui porte le 
gdne de la p-gaiactosidase (lacZ) aprds le site BamHI. Cette construction conduit au plasmide "pXL91" 
dans lequel le gftne de la p-galactosidase est exprim6 sous contrdle du systeme "Pl-RBS Cll". 

On sous-clone le fragment BamHI-Bgill du plasmide "pXL61" ddcrit pr6c$demment dans le site BamHI 
du plasmide "pMC1403\ (La ligation d'un site Bglll dans un site BamHI est possible, mais Texciston par 
30 BamHI en Bglll ne Test plus ; il ne reste done qu'un site BamHI). 

Cette construction fpXL71") aboutit k ('insertion d'un fragment d'ADN de 700 paires de bases com- 
portent la sequence "BamHI-[RBS "consensus"-ATG-Ncol-g6ne partiel de la serum-albumine (codant 
pour les acides amines 1 & 21 8)-g&ne de la frgalactosidase]. 

On coupe ce plasmide par BamHI et Sacl (le site Sad est present dans le gene de la ^galactosidase) 
35 et on Tinsere dans le plasmide "pXL91" decrit precedemment & la place du fragment preexistant BamHI- 
Sad. 

On aboutit alors au plasmide "pXL97" dont Pinsertion a la structure survante : 

"Site EcoRI - Pl - RBS Cll - site BamHI - RBS "consensus"- site NcoRI - ATG - g&ne partiel de la s6- 
rum-albumine - g6ne de la p^galactosidase". 
40 On dig&re le plasmide "pXL9r par BamHI et partiellement par Ncol en ne consid6rant que le site Ncol 
proche du codon d'inrtiation et on forme les bords francs par action de la nuclease S1, puis on le referme 
sur luhmeme. Cette manipulation, d'une part, supprime la sequence d'ADN du RBS "consensus" et, 
d'autre part, met en phase un ATG du RBS Cll avec la sequence de la s&um-albumine. 
On obtient ainsi le plasmide "pXL136" qui comporte la sequence "site EcoRI-Pl-RBS CIl-ATG-g&ne 
45 partiel de la s6rum-albumine-gdne de la p-galactosidase". 

Le gdne partiel de la sdrum-albumine poss6cr- un site Pvull, on digdre le plasmide "pXL1 36" par Eco- 
RI et Pvull et on extrait un fragment de 760 pairss de bases qui est Ins6r§ entre les sites EcoRI et Pvull 
du plasmide "pXL70" d6crtt pr$c6demment On obtient ainsi le plasmide "pXL139" qui porte la structure 
"Pl-RBS Cll-gdne s6rum-albumine complet" sur un fragment EcoRI-HinDIII, comme le plasmide "pXL70" 
50 et qui porte la substitution RBS "consensus" par celui du gdne Cll. 

c) Expression de la sdrum-albumine aprds Induction du promoteur "Pl" 

On inocule une colonie Isolde de E.coli portant le g&ne r6presseur thermosensible du promoteur "Pl" 
55 (g6ne clta) et transformde par I'un des plasmides "pXL65", "pXL70* et "pXL1 39". 

Lorsque la bact6rie est en phase exponential!^ on induit le promoteur "Pl" du plasmide en elevant trds 
rapidement la temp6rature dlncubation k 42°C. On continue I'incubation pendant 90 minutes. On prSteve 
un 6chantfllon de la culture et on lyse la bact6rie dans une suspension contenant 60 mM Tris-HCI pH == 
6,8, 2 % SDS, 100 mM p-mercapto$thanol, 10 % d glycerol et 0,1 % de bleu de bromophenol pendant 5 mr- 
nutes. 

On sSpare les prot6ines par 6lectrophor6se en gel de polyacrylamide selon la mdthode de U.K. Laemli, 
Nature (1970), 22Z. P- 680 et suivantes ou de K. Weber et M. Osborne, J. Biol. Chem. (1969), 244, p. 
4406 et suivantes 

On transfdre les prolines sur un filtre de nitrocellulose (M. Bittner et coll., Anal. Biochem. (1980) 1J22, 

65 
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fc«LSSSS5KS^^ R - ^80). S. P. 229 et suivantes). 

ne puis fixation de proteineA manS^^^ 

des complexes avidineperox^e 88 anftCOrps ant ««bunlne biotinyles et reveles par 

duc* on de cette Ltene a 4^3!^^^^?^ ZSfi&* qU>apres in " 
10 <§v.dence dans un lysat rfE-coli en conditionsXatu^et ' 8 deS pwlflne8 mises en 

2- Utflisation du promoteur de I'operon t^ptophane" de U ( Pt[p) en remplacement du promoteur "P L - 

mes decrits precedemment sont voWnS^STrSS SflOOolSi^ 9 SSS.'Sf d ^ rents ^ 
Ces resultats sont voisins de oeux obtenus avec rfL L JSmiT 1 . de s f rum - alb u™ne par cellule, 
les demandes de brevet euro^en EP 73646 etEP siLtIS ^^f^ 188 ^'t qu1b sont d6cri «s dans 
peer, EP 91S27, il est tnOt^^^nS^S^^SSS^ ^ b damande de brev <* «w 

.e^ar .ileurs, h production d ^-X:^^^^^ 

« sei^tt 'n r -on. que la production de la 

sociation differente d'un pnmSir mS£7 SESL > T l £ ant un plasmide eontenarrt u ™ 
ficacite et du gene de structure de . laSrS-atoum^hJlS^ d8 J^ SOmes d un 9 6ne traduit avec ef- 

Plus parfcSlierement, Invention Smf^^^T^^ 6 !} 5 un J P 0 *" d™"" ATG. 
par culture d'une bacterie telle olVe <^ ™tan fr^Tt. P^P 8 ** 0 " * la serum-albumine humaine 

30 I'cperon Tryptophar^fE) el le srtfdTfiS ^E* Z I*™*,*"" lequel le promoteur est celui de 

Che' TX^f^^^Zl^r* ,,expression d>un *» «o^e la sou- 

3 acrylic y^ efS^?^^ s W ( Z?^ n ^ ^ B " *" 
35 est disponible sur des p asmides tels que ^DR72ffl-'«Si IhfJ^, 7 »*, ^l^ 188 )- Un tel promoteur 
Russel et G. Bennett. Gene (^kT^SJ^)^ PhamaCia PL Biochemi «>s) (voir aussi D. 

La construction d'un plasmide eontenarrt le svst&me -"p_ one oil»a. 
peut§trerealiseedelamanieresuivante" C "* 98ne senjm -att»umine humaine" 

- ^.K,^^ 18 P—ur P„ en* ,es sHes 

HBS Cll soft 4ere t^^ilS^SSiSS^^X ! 1?. "if" de tRI en 5' du 

45 teR^CIIarnputtdetRletleT^^^ ' 8 *T a ? 1 H ' nDl ^ Xa b | ""tenant 

ce fragment HinDIII-Xbal avec, tfuneiSrt £ te s 6 ™^™ humaine. On combine 

!<H? B * CT,0N B "ENA^WTION DE LA SSMMUMINE HUMAINE SYNTOET1SER PAR 

55 

1° Culture de production 

60 Higa (J. Mol. BioL (wff^i&K!^^ dtoite P* * Mandel « A- 

la sennHttumtoUSne^ C0^,i8n, ,e S^e fonctionnel de 

la serunvalbumin humaine^ donStelXetbaSi^ ^^S^ L ' ex P ressi »" * 
ou en presence d'un analogue tel aue FS^nrfni^" 8 9 ,l c *l en absence de tryptophane 
Enzymol. (19B3),m UulvStes) 8 * mdotac n*qu8 (B.P. Nichols et C. Yanofsky. Melhods 

65 On peut proceder de la facon suivante.' A partfrcfun reisolement recent de la souche G1381 sur une 
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35 



40 



8U* B? £Sfi 2 t^eTc^^ 5 ■ * ** *« Extract 

preculture en milieu LBAp a ^JT£^SfS^J^Xl e fc 8 ** on P"*"» un ° 
pourensemencerau 1/100 un milieu ^naSX^n^ ^^V'^' 6 . est ensuite «*■««• 
Casamino acids selon j.h. Miller, -gpaStt Th? I^^il^^t'f e y m ^«>s6 + 0,1 % 
ry, New-York. (1972), p. 431 et suivantBs) U wl ^ zS"*** , Cold Spring Harbor Laborato- 
miser le rendemerrt ^^ZS^^tTS^ ? *t* * 37 ° C de **« * 5 
(culture en erlenmeyer), on recolte les celEwrala fiJ dfl SS? ' Da " S ? nditions de 'aboratoire 
res de culture. La ttirbiditt est alors cornpSferrtrea J^t^^L^ 6 ^' ^ s e ™™ 6 heu- 
merrts obtenus sont de I'ordre de 5 a 10^1^11,1""^^ °P*" U8 a 610 nm. Les rende- 

optqueaeionm. c* qui repute env°.l%1 S 7toe? b p S 
2» Cassage des cellules et recuperation de I'albumine insoluble 

«» -empte par centrfugation 

Modele B30) apres avoir concents 2C \k %n , un 5 0n,cate <"' Branson (Prescience, France 

KH 2 P04.8iNaaeY?25 ^2HP04? uSLISLSS'^" * PBS < 0 ' 2 * & «3 

» 2 impulsions de 4 a 6 mintfe^^ * ^ mode ? 

sion cellulaire concerrtree en Dresenceda 1 m«/mi w^i. )- 2 ^ *8atoment pretraiter une suspen- 
temperature ambiante avant la soSon ^ * S ° 2yme de blanc ^ 1 °-20 minute a 

*2^£^^ P^ u « ^rement inso.uble ; il est done possi- 

et en recuperant uriSSP^SSSSti ob7e?uKf,„ e " ^"^^ ,e 
PBS. La serum-albumine humaine nqrfZtotfon °*S0i a? hL 03 ^- 8 ,a ^ 9e dans ,e ^P™ 
dansleculot «v"«*nw aiors ae 30 a 50 % des proteines insolubles presentes 

3- Solubilisation de la serum-albumine humaine par denaturation^uction 

- «see en condKons riductrices, par des 
terature (G. Orsini et M E <3S2mT!Eff 8M -° U "S 9 uan,c '' ne "Ha 6M. D'apreTla (it- 

eration complete de la chelnTSo&Sffi * J± S C °? di,i0ns une d*na- 

ponte disulfures inter- et Intra-rrSlaW^^^ * une r6duction * tous les 

ton" decrit ci-dessus dans un tamDon entowT -J? S L 1 on reprend ,e <te sonica- 
capto^thanol. de telle sons ZISSSSSSS Ke^T^ 01 ' °S M KHzP0 * P H ™- WM p-met 
I'ordre de 1-5 mg/ml dans off £3o7(£& **• concentratio^de 

sous agitation douce en recipient ferme penS enwS^ te^cl 1? l£USS ?J a ^P 8 " 5 ™ <**nut 

4- Renaturation de la serum-albumine humaine obtenue par voie microbiologique 



45 a Determination des conditions de renaturation 



° *"a^ native i. est necessaire d'e.iminer 

tuer une dilution de la fraction derata^eyffi,, . * r6ducteurs - On peuL par exemple. effec- 

50 sible d-evaluer la degrele^nSon^ Permettant la renaturation. H est pos- 

technique de L OrZmce ScffKiJ £ $!SL 'S? tfUne me * ode de ELBA selon la 

afoumine decrlts par Lapresle et 0$^^^^^ ^ges centre la serum- 

On fixe sur cupule la s6run>albumine nafive QuJ iS TkI me * ode '» suivant (figure 6). 
"•analyse avec une gamme de concer^S,, ^ S flange I'anticorps chotei pour 

plique sur la cupule. La pZmS a d IPi 0dU,t exam,ner - Apres Incubation, le melange estao- 

melange initiafflbe la fixSS de c? ^de^rffSrurn^u^^ * ran6c0ipS mm «*°^ ^ 
une deuxieme etape, on rtvele te TdS^Z h! ~™ nvalbu,Tnn « hurname accrochee sur la cupule. Dans 
deuxieme ajrtcor^SeTunetfflSn^ monodonal fixe sur la cupule a Paide (fun 

* W!SS^ et M avec un exces 

C^u -*^V"W»«^J^^ 
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tf^^ d'un culot de lysat Sonique 

t6e par HA4 mas pas par HA9 ' ? u pr6s ^ cedema «rielarrtig6niqiieGstd6tec- 



TABLEAU 1 : 
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15 



20 



IDENTIFICATION DES ANTICORPS MONOCLONADX SPECIFIQUES 
DE LA CONFORMATION NATIVE DE LA SEROM-ALBTJMTHE : 
EXEMPLE DE HA9 



Pour une concentration donnle en antigene 



D - 0 '420 



SAB native 

25 SAH denature^ reduite traitge au NEM 

SAH native 

SAH coli avant renaturation 
SAH coli aprSs renaturation 



30 



HA4 


HA 9 


0,415 


0,667 


0,104 


0,734 


0,063 


0,007 


0,032 


0,810 


0,055 


0,021 



35 



40 



45 



Abreviatione : - SAB : serum-albumine bovine 
" SAH : senan-albumine huanaine 
- NEM ; N-ethylmaleimide 
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deSenrpetffidSeTffiiS ^nm^™^™*™ de te information native, il 

renaturee cafculee a partir d^eaurbe de^Mnn nhl^f ,! m °, U R I st la concentratio " en proteine 
bumine native, et ou Test lawnarSonSln^mS,^ ^ n ? 6me m . on ° donal •» serum-al- 
niere concentration est calcutee en^DaranTb k 06 ? m £ me micr °«ologique. Cette der- 

amide-SDS de la bandeMn^nontteTa^^ coloration au bleu de Coomassie sur gel de polyacryl- 

lOOmMNaCI 
1 mM EOTA 

ci If ittSh^ dans cette "solution de renaturation". ce..e- 

% si la concentration TSuSttKmta £n*5 TriJSJSLTlJW * f ! naturation * 90 

si obtemie presente une Us£m SESS 1fi a hK^ 1,0n Hr , !? e ^ a 50 18 a""* 0 " *»■ 
tration. Le precioite airci ^™7™S^ blanchtoe qui peut etre elimmee par centrifugation ou fO- 

**m*l£fiEttnSE£ TS^SJSSS^ ff inS f de ^ rep 9 resentent la 
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fnSj *P"*«lon. Afin de pouvoir disposer d'un produit a une concentration compatible avec des 
analyses ulteneures. on peut egalement concentrer la serum-albumine renaturee par ritoMrtta m 
Jf P f "? """"ercialernent disponibles. On obtient ainsi une solution contenant la serum- 
albumine renaturee a une concentration de I'ordre de 1 mg/ml. 

b. Description de la methode de dosage ELISA 

Les anticorps monodonaux ont ete foumis par le Professeur Lapresle (C. Lapresle et N. Doyen, su- 
pra). 1 

On prepare comma suit une serum-albumine humaine denaturee pour servir de temoin negatif dans les 
expenences de renaturahon. Apres incubation pendant 16 heures a 4«C sous agitation douce, une solu- 
fcon de serum-albumine humaine (Sigma) a 1 mg/ml dans la "solution de denaturafion" est dilute 100 fois 
dans la solution de renaturation". On ajoute aussitot 1/100 du volume de N-ethylmaleimide 0.5M (eau) La 
solution ainsi obtenue est dialysee centre le meme tampon ("solution de renaturation") puis conseive'e a 

to!? s6 " ,nva ' bumine humaine native est adsorbee dans les cupules d'une plaque de micro-titration 
(Plaque Nunc Imrnuno type II) en incubant pendant 16 heures a 4'C les plaques contenant 20oS ouS 
pule d'une solution 0,1 mg/ml de ia proteins dans un tampon carbonate delodium 0 IMoH 19! 5 iff SL 
ques sort ensuttes Iav6es trois fois par un tampon Tris-HCI 20 mM pH 7,5, 1 sTmM NacT ' ImM EDTA P 
rJEJtl to 2222 dan s cnaque.cas la concentration optimale en anticorps monoclonal. Dans le cas des ex- 
crtt d^LJt SSUSl les antcor P s Mis6s «* e *e dilues de 1/1000 a 1/2500 dans le tampon de- 

On melange 85 pi de la dilution d'anticoips avec un meme volume de la solution de serum-albumine a 
examiner. Le melange est incube a temperature ambiante pendant 15 minutes 3 

a temp?raS IMante 08 *"* U ™ CUPU ' 8 pr6trait6e ' U P iat * ue est incubee pendant une heure 

iJSSl ft^J l6p0S ? 1 ?° ^ = une ^l^ 0 " aPP™?"' 69 d'un deuxieme anticorps (anti-1gG de souris 

ml^T^in 9 ^^ k? ^"tophenylphosphate (PNPP) a 5,2 pg/ml dans un tampon 100 
EnuBrftil n~ P iJ. 2 NaCI. La reaction enzymatique est stoppee par addition dr50 ul 
4s" nrn^ 9 ' intenSrt6 de te ooutour «t suffisarrte. La SteTptique est ators me- 



c. Analyse de la serum-albumine humaine recombinants 



^T!" 9 humame recombinante obtenue apres renaturation peut etre analysee par diver- 
^tt^fi^Sf If 8 «•"»• I'electrophorese sur gelde polyacrylam.de, relectro- 

fecaleaton ou different* types i de chromatographies dans des condition! non denkturantes qui rendert 
^l^ ^ m t ^ sensibles ^ 13 conformation de la proteine etudiee. On peut ainsi observer que cette 
proteine possede des caractenstiques tressemblables au produit nature! (voir figure 7). D'autre part le 

de fSrfS"! f"*"* 9 Par EcM et priparee par le precede selon ('invention ne differe 

t**F!22*Z*2 5, umaine ^ thent,que <?"e Par la presence d'une methionine a I'extremite N-termina- 
». cette proteine est de plus obtenue avec un rendemert nettement ameliore et sans effet letaJ sur la 
Dacterte productnee. 

Un eernntilien du microorganisms E Con B, G1 151 contenant ie plasmide pXL 276 a ete depose au CBS 
a Baarn (Pays-Bas) sous le numero CBS 151.86 conformement aux dispositions du traite de Budapest 



RevendlcatJons 



1. Procedd de preparation de la serum albumine humaine a I'etat de chafne peptidique denaturee et inso- 
ttjbie qui est transformee en proteine renaturee et soluble par applications de metnodes connues, carao- 

,on ~ lt,ve " ne bact6rie choiste Pa™ 1 souches d'Ecoli capables d'assurer le main- 
T d ^P'^ m »e con teriant le promoteur de I'operon trytophane Pop, le site de fixation des ribosomes du 

^ lam ^ "f. 00 "! 6 "^ 033 la sequence tRI de fin de transcription et le gene de 
la serum albumine humaine contenant n 5' un codon cTinitiation ATG ' 

2. Le plasmide pXL276 caracterise en ce qu"0 contient le promoteur P*p, le site de fixation des riboso- 
ULllw 9*"? cH d " te^n'ophage 'ambda ne contenant pas la sequence tRI de fin de transcription et le 
gdne de la serum albumme humaine possedant en 5' un codon <f initiation ATG (numero de depotde la sou- 
ched'E.coD contenant le plasmide pXL276: CBS-151-66). ^ 
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Claims 

1. Process for preparing human serum albumin in the state of a denatured, insoluble peptide chain, 
which is converted to a renatured, soluble protein by applications of known methods, characterized in 
that a bacterium chosen from Ecoli strains capable of providing for the maintenance of a plasmid con- 
taining the promoter of the tryptophan operon Ptrp, the ribosome binding site of the ell gene of bacterio- 
phage lambda not containing the tRI transcription termination sequence and the human serum albumin 
gene containing an ATG initiation codon at the 5' end is cultured. 

2. Plasmid pXL276, characterized in that it contains the Ptrp promoter, the ribosome binding site of the 
ell gene of bacteriophage lambda not containing the tRI transcription termination sequence and the hu- 
man serum albumin gene possessing an ATG initiation codon at the 5' end (deposition number of the E coli 
strain containing plasmid pXL276: CBS-151-86). 

Patentanspruche 

1. Verfahren zur Herstellung von menschlichem Serumalbumin im Zustand der denaturierten und un- 
loslichen Peptidkette, die durch Anwendung bekannter Methoden in renaturiertes und losfiches Protein 
umgewandett wird, dadurch gekennzeichnet daB man ein Bakterium zQchtet, ausgewihlt aus den Stam- 
men von Ecofi, die den Bestand eines den Promotor des Tryptophan-Operons Ptrp enthaltenden Plas- 
mids zu gewahrieisten venmdgen, wobei die Bindestelle der Ribosomen des Gens ell des Bakteriophagen 
Lambda die Transkriptions-Terminationssequenz tRI nicht enthilt und das Gen des menschlichen Serum- 
albumins in 5' ein ATG-Startcodon enthilt 

2. Plasmid pXL276, dadurch gekennzeichnet, daB es den Prom Ptrp enthalt, wobei die Bindestelle der 
Ribosomen des Gens ell des Bakteriophagen Lambda die Transkriptions-Terminationssequenz tRI nicht 
enthalt und das Gen des menschlichen Serumalbumins in 5' ein ATG-Startcodon enthilt (Hinteriegungs- 
Nummer des das Plasmid pXL276 enthaltenden Stammes von Ecoii: CBS-151-86). 
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Sequence de !• insertion, de pXL53 



Eco*I l ° 20 30 40 50 *° 80 

GAATTCCTCACTCATTACCCACCCCCAGGCTTTTACflCATTTATGCTTCCGCCTCGTATGTTGTGTGGAATTCTGAECGG 
^TTAAGGAGTGAGTAATCCGTGGGGGTCCGAAAATGTGTAAATACGAAGGCCGAGCATACAACACACCTTAACACTCGCC 

90 100 110 Q 120 130 14 0 150 l6Q 

ATAACAATTTCACACACGAAACAGGAATCCATGGATGCACACAAGAGTGAGGTTGCTCATCGGTTTAAAGATTTGCGAGA 
TATTGTTAAAGTGTGTCCTTTGTCCTTAGGTACCTACGTGTGTTCTCACTCCAACGAGTAGCCAAATTTCTAAACCCTCT 

170 180 170 200 210 220 230 240 

AGAAAATTTCAAAGCCTTGGTGTTGATTGCCTTTGCTCAGTATCTTCA6CAGTGTCCATTTGAAGATCATGTAAAATTAG 
TCTTTTAAAGTTTCGGAACCACAACTAACGGAAACGAGTCATAGAAGTCGTCACAGGTAAACTTCTAGTACATTTTAATC 

250 2 *° 270 280 290 300 310 320 

TCAATGAAGTAACTGAATTTGCAAAAACATCTGTTGCTGATGAGTCAGCTGAAAATTGTCACAAATCACTTCATACCCTT 
ACTTACTTCATTGACTTAAACGTTTTTGTACACAACGACTACTCAGTCCACTTTTAACACTGTTTAGTGAAGTATGGGAA 

330 3 «° 350 3*0 370 380 3?Q 400 

TTTGGACACAAATTATGCACAGTTGCAACTCTTCGTGAAACCTATGGTGAAATGGCTGACTGCTGTGCAAAACAAGAACC 
AAACCTCTGTTTAATACGTGTCAACGTTGAGAAGCACTTTGGATACCACTTTACCGACTGACGACACGTTTTGTTCTTGG 

410 . 420 «3° 450 460 470 480 

TCAGACAAATCAATGCTTCTTCCAACACAAAGATGACAATCCAAA7CTCCCCCGATTGGTGACACCAGACGTTGATGTGA 
ACTCrCTTTACTTACGAAGAACGTTGTCTTTCTflCTGTTrtCGTTTAGACGGGCCTAACCACTCTGGTCTCCAACTACACT 

300 510 520 530 5-10 550 560 

T5 rcOAC TCC T rT rCA rGACAA TCAACACrfCA rTT r TCAAA.M A TAC "TATA TCAM r rocCACAAGACATCCTTACTTT 

tCACt tcacgaaaac rAcrcr r ac r r ctcYg r aam«tt r r r ta tzaa r a tac r rTAACCGTCTTCTGTAGCAATc aaa 

573 = 30 S"" *M »li 6C0 630 640 

r* -.jccccccaac rc=rr r rc r r rcc tammm ta tmmx rcc r tacaga* rcr rGccAACCTCCTCATAAACCAcc 

ATACCCCCCC7rCACCA.U^CA.-,ACCArTTTCC.-.rArTrCCAi;CAAAArCrcrTACA.'.CGCTTCGACGACTATTTCGTCG 
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630 **« *70 690 4 9fl 70 „ 71() 

CTGCCTCTTGCCAAAGCTCGATGAACTTCGGGATGAAGGGAAGGCTTCGTCTGCCAAACAGAGACTCAAGTGTCCCAGTC 
CACCCACAACGCTTTCGAGCTACTTCAAGCCCTACTTCCCTTCCGAAGCAGACGGTTTGTCTCTGACTTCACACGGTCAG 

730- 740 7S0 760 770 780 790 800 

TCCAAAAATTTGGAGAAAGAGCTTTCAAAGCATGGGCAGTAGCTCGCCTGAGCCAGAGATTTCCCAAAGCTGAGTTTGCA 
AGGTTT7TAAACCTCTTTCTCGAAAGTTTCGTACCCGTCATCGAGCGGACTCGGTCTCTAAAGGGTTTCGACTCAAACGT 

810 S2 ° MO B^O 850 860 870 880 

CAAGTTTCCAAGTTAGTGACAGATCTTACCAAAGTCCACACGGAATGCTGCCATGGAGATCTGCTTGAATGTGCTGATGA 
CTTCAAAGGTTCAATCACTGTCTAGAATGGTTTCAGGTGTCCCTTACGACGGTACCTCTAGACGAACTTACACGACTACT 

890 900 910 «0 930 9«0 9S0 9A0 

CAGGGCGGACCTTGCCAAGTATATCTGTGAAAATCAAGATTCCATCTCCAGTAAACTGAAGGAATGCTGTGAAAAACCTC 
CTCCCGCCTGCAACGGTTCATATAGACACTTTTAGTTCTAAGCTAGAGGTCATTTGACTTCCTTACGACACTTTTTGGAG 

970 980 "0 HOO 1010 1020 1030 1010 

TGTTGGAAAAATCCCACTGCATTGCCGAflGTCGAAAATGATGAGATGCCTGCTCACTTCCCTTCATTAGCGGCTGATTTT 
flCAACCTTTTTACICTGACGTAACCGCTTCACCTTTTACTACTCTACGGACGACTGAACGCAAGTAATCGCCGACTAAAA 

1030 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120 

GTTCiAAGTAAGGATGTTTGCAAAAACTATGCTGAGCCAAAGGATCTCTTCTTGGGCATGTTTTTCTATGAATATGCAAG 
CAACTTTCATTCCTACAAACGTTTTTGATACGACTCCGTTTCCTACAGAAGAACCCGTACAAAAACATACTTATACGTTC 

1130 *«• "AO U70 1130 U?0 1200 

AAGCCATCCTCATTACTCTCTCGTACTGCTGCTGACACTTCCCAAGACATATGAAACCACTCTAGACAAGTGCTGTGCCG 
TTCCCTAGGACTAATGAGACAGCATGACGACCACTCTGAACGCTTCTCTATACTTTGGTCAGATCTCTTCACCACACGGC 

1==0 1230 1210 12S0 1240 1270 1230 

, CTCC*J.»TKT» rSAATCCTATCCCAAACTGTTCCATCAATTTAAACCTCTTA rCCAACACCCTCACAATTTAA TCAAA 
CA03 rc r^GiACT AC r TACCA MCCCTTTCACAACCTACTTAAA rT ror. ACAA rACC rTCTCCCAGTCTTAAATTACTTT 

'.=•») 1300 uxo lJro l3 j 0 uh,, l330 l360 

OA AAA f T C fCACC TTT TTCAGCACCT TCC AGAG tacaaa ttccacaa tcccct a r r AC rTCGTT ACACC AAG A A AGTACC 
CT n TAACAC rCCAAAAACTCCTCCAACCTC TC A rGTT TAACCTCT r ACCCCA TAA rCAACCAA rCTCC TTCTT fCATGG 
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1370 13B0 1370 1100 1110 1420 1130 1H 0 

CCAAGTC7CAAC7CCAACTC7TC7ACACC7C7CAACAAACCTACGAAAACTCCGCACCAAA7G7TCTAAACATCCTCAAC 
CCTTCACAC7TCACCT7CAGAACA7CTCCACAGT7CTTTCCATCCT777CACCCC7CGTTTACAACA7TTGTAGCACTTC 

11S0 1460 1170 14B0 M90 1300 1510 1520 

CAAAAAGAATGCCCTGTGCAGAAGACTATCTATCCGTCCTCCTGAACCAGTTATGTGTGTTGCATGAGAAAACGCCAGTA 
CTTTTTCTTACGGGACACGTCTTCTCATAGATAGGCACCAGCACTTGCTCAATACACACAACGTACTCTTTTGCGGTCAT 

1330 1510 1550 1560 1570 1580 1590 160 0 

AGTGACAGAGTCACCAAATCCTGCACAGAATCCTTCGTGAACAGGCGACCATGCTTTTCAGCTCTGGAAGTCGATGAAAC 
TCACTGTCTCAGTGGTTTACGACGTGTCTTAGGAACCACTTGTCCGCTGGTACGAAAAGTCGAGACCTTCAGCTACTTrG 

1410 1*20 1630 1610 1650 1660 1670 1680 

ATACGTTCCCAAAGAGTTTAATGCTGAAACATTCSCCTTCCATGCAGATATATGCACACTTTCTGAGAAGGAGAGACAAA 
TATGCAAGGGTTTCTCAAATTAqGACTTTGTAAGTGGAAGGTACGTCTATATACGTGTGAAAGACTCTTCCTCTCTGTTT 

1(590 1700 1710 1720 1730 1710 1750 1760 

TCAAGAAACAAAC7GCACT7GT7GACC77G7GAA6CACAAGCCCAAGGCAACAAAAGAGCAAC7GAAAGC7GT7A7GGAT 
ACTTCTTTGTT7GACGTGAACAACTCGAACAC7TTGTGTTCG3GTTCCCTTGTTTTCTCGrrGACTTTCCACAATACCTA 

1770 1730 1790 1303 1310 1320 1330 laio 

«T~CSCACC7777C7AGACA*C7GC7GCAACCC7CACCA7AACCAAACC7CC77TGCCCAGGAGGGTAAAAAAC77G7 
CTAAAGCCTCGAAAACATCTCT7CACCACCTTCCGAC7GCTATTCCTTTCGACCAAACGCCTCCTCCCATTTTTTGAACA 

1330 ISoO 1879 1S30 t<3°0 1900 1910 1920 

73C7GCAAGTC^ACC7CCC77ACCCTTATAACATCACAT77A^AACC»7CTCAGCCrACCArGACAATAAGACAAAGAAA 
*Ci;ACi:rTCJC77CG.%CSSAArcCGAA7ArrC7AG7Gr^A77r7CC7AGAC7CCCA7CS7AC7CT7Ar7C7C777C777 

!930 1Mi m im 2goQ 

«™^ T <~~«™tTCATTC7C T T777C77777CC7 T ^^^^ 

TAC7TCTA C rTTTC CA ATAACTA.CACAAAA A C CCAACCaCaT7T7CCC77C7C(SC«CAUhTTT7T I GTATT7AA 

2820 2030 2 «« =«■ =060 2070 a „ a 

TCTTTAA7CATTTTAATCA7n7C C CTCT T T7CTC7 6TC C77CAA7TA A TA^,A7CCA,AGAArC7AAA^ ACCC . c 

* G AAAT7A C T AA AATTACTAAAA C C 8 AC^AAGACACACG*ACT T «7TArTTTT, A cCT7TC77ACA77TT7T7GCCCC 
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2090 2100 2110 2120 2130 

CCCCCCCCCCCCCTGCAGCAATAGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGCCGAA 
GGGGGGGGCGGCGACGTCGTTATCGTTGTTGCAACGCGTTTGATAATTGACCGCTT 
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Q 123 "» 155 170 

ATG GAT GCA CAC A AG AGT GAG GTT GCT CAT CGG TTT AAA GAT TTG GGA GAA GAA AAT TTC 
MET ASP ALA HIS LYS SER GLU VAL ALA HIS ARB PHE LYS ASP LEU GLY GLU GLU ASN PHE 

185 20 <» 215 2 3 0 

AAA GCC TTG GTG TTG ATT GCC TTT GCT CAG TAT CTT .CAG CAG TGT CCA TTT GAA GAT CAT 
LYS ALA LEU VAL LEU ILE ALA PHE ALA GLN TYR LEU GLN GLN CYS PRO PHE GLU ASP HIS 

2« 260 275 290 

GTA AAA TTA GTG AAT GAA GTA ACT GAA TTT GCA AAA ACA TGT GTT GCT GAT GAG TCA GCT 
VAL LYS LEU VAL ASN GLU VAL THR GLU PHE ALA LYS THR CYS VAL ALA ASP GLU SER ALA 

305 320 335 350 

CAA AAT TGT GAC AAA TCA CTT CAT ACC CTT TTT GGA GAC AAA TTA TGC ACA GTT GCA ACT 
GLU ASN CYS ASP LYS SER LEU HIS THR LEU PHE GLY ASP LYS LEU CYS THR VAL ALA THR 

3455 380 375 « 10 

CTT CCT GAA ACC TAT GGT GAA ATG CCT GAC TGC TGT GCA AAA CAA GAA CCT GAG AGA AAT 
LEU ARC GLU THR TYR GLY GLU MET ALA ASP CYS CYS ALA LYS GLN GLU PRO GLU ARG ASN 

423 «5 470 

GAA TGC TTC TTG CAA CAC AAA GAT GAC AAT CCA AAT CTC CCC CGA TTG GTG AGA CCA GAG 
GLU CYS PHE LEU CLN HIS LYS ASP ASP ASN PRO ASN LEU PRO ARG L£U VAL ARG PRO GLU 

"* 83 500 sis S3 (j 

srr gat GTt; Arc tcc ac: ccr ttt cat gac aat gaa cag aca ttt ttc aaa aaa tac tt.% 

VAL AS!> VAL .1ST CYS THR ALA PHE HC5 ASP Ai.N GLU CLJ THR PHE LEU LYS LYS TYR LEU 
2-4 " : 5»0 5.-5 S9,j 

:at caa Atr occ aga aga cat cct tac ttt :at «;cc ccz gaa ctc ctt ttc ttt ccr aaa 

TYR CLU ILE AI.A ARG ARC HIS PRO TYR XHE TYR A L A PRO CLU LSU LEU PHE PHE ALA LtS 
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605 620 635 

ACC TAT AAA GCT GCT TTT AC A GAA TCT TGC CAA GCT. CCT GAT AAA GCA GCC TGC CTG TTG 
ARC TYR LYS ALA ALA PHE THR GLU CYS CYS CLN ALA ALA ASP LYS ALA ALA CYS LEU LEU 

480 695 710 

CCA AAG CTC GAT CAA CTT CGG GAT GAA GGG AAC GCT TCG TCT GCC AAA CAG AGA CTC AAG 
PRO LYS LEU ASP GLU LEU ARC ASP GLU GLY LYS ALA SER SER ALA LYS GLN ARC LEU LYS 

723 740 755 770 

TCT GCC AGT CTC CAA AAA TTT GCA GAA AGA GCT TTC AAA GCA TGG GCA GTA GCT CGC CTG 
CYS ALA SER LEU GLN LYS PHE GLY GLU ARG ALA PHE LYS ALA TRP ALA VAL ALA ARG LEU 

78S 800 815 830 

ACC CAG AGA TTT CCC AAA GCT GAG TTT GCA GAA GTT TCC AAG TTA GTG ACA CAT CTT ACC 
SER GLN ARG PHE PRO LYS ALA GLU PHE ALA CLU VAL SER LYS LEU UAL THR ASP LEU THR 

B4S 860 875 890 

AAA GTC CAC ACG GAA TGC TGC CAT GCA CAT CTG CTT GAA TCT GCT GAT GAC AGG GCC CAC 
LYS VAL HIS THR GLU CYS CYS HIS GLY ASP LEU LEU GLU CYS ALA ASP ASP ARG ALA ASP 

905 920 935 950 

CTT GCC AAC TAT ATC TCT GAA AAT CAA GAT TCG ATC TCC AGT AAA CTG AAG GAA TGC TGT 
LEU ALA LYS TYR ILE CYS GLU ASN CLN ASP SER ILE SER SER LYS LEU LYS GLU CYS CYS 

965 9S0 995 1010 

GAA AAA CCT CTC TTC CAA AAA TCC CAC TCC ATT GCC GAA GTC GAA AAT GAT GAG ATG CCT 
GLU LYS PRO LEU LEU CLU LYS SER HIS CYS ILE ALA CLU VAL CLU ASN ASP GLU MET PRO 

10-3 io-»a -loss ioro 

CCT CAC TTC, CCT TCA TTA CCC OCT QAT TTT :Ur CAA AST AAC CAT CTT TGC AAA AAC TAT 
ALA ASP LE'J P:;j SE.^ LEU At./* ALA A-?P PHE VAI. CLU S£R LY<3 ASP VAL CYS LYS ASN TYR 

t23'J ll-Ul IH3 it30 

CCT CAC CCA AAi; CAT CTC TTC TTC Ci*C ATC TTT TTC TAT CAA TA7 GCA AGA ACC CAT CCT 
AI.A CLU ALA Lm ASP VAL PHE LEU CLY J1E* PHE LEU TYR CLU TYR ALA ARC ARC HIS PRO 
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1M5 * 1160 "75 lm 

CAT TAC TCT GTC CTA CTG CTG CTG AGA CTT GCC AAG ACA TAT GAA ACC ACT CTA CAC AAG 
ASP TYR SER WflL VAL LEU LEU LEU ARC LEU ALA LYS THR TYR GLU THR THR LEU GLU LYS 

1205 1220 «3S 12 g 0 

TGC TCT GCC GCT CCA GAT CCT CAT GAA TGC TAT GCC AAA GTG TTC GAT GAA TTT AAA CCT 
CYS CYS ALA ALA ALA ASP PRO HIS GLU CYS TYR ALA LYS VAL PHE ASP CLU PHE LYS PRO 

1265 "80 i 295 1?1J 

CTT ATG GAA GAG CCT CAG AAT TTA ATC AAA CAA AAT TGT GAG CTT TTT GAG CAG CTT GGA 
LEU MET GLU GLU PRO GLN ASN LEU ILE LYS CLN ASN CYS GLU LEU PHE GLU GLN LEU 3LY 

1323 13 «« 1355 1370 

GAG TAC AAA TTC CAG AAT GCG CTA TTA GTT CGT TAC ACC AAG AAA GTA CCC CAA GTG TCA 
CLU TYR LYS PHE CLN ASN ALA LEU LEU VAL ARG TYR THR LYS LYS VAL PRO GLN VAL SER 

* 

138S MIS ^ 

ACT CCA ACT CTT GTA GAG GTC TCA AGA AAC CTA GGA AAA GTC GGC AGC AAA TGT TGT AAA 
THR PRO THR LEU VAL GLU VAL SER ARC ASN LEU GLY LYS VAL GLY SER LYS CYS CYS LYS 



M4S 1«40 n 75 



1490 



'CAT CCT GAA CCA AAA AGA ATG CCC TGT GCA GAA GAC TAT CTA TCC GTG GTC CTG AAC CAC 
HIS PRO GLU ALA LYS ARG MET PRO CYS ALA GLU ASP TYR LEU SER VAL VAL LEU ASN GLN 

1503 "20 1535 1SS0 

TTA TGT GTG TTG CAT GAG AAA ACG CCA GTA ACT GAC AGA GTC ACC AAA TGC TCC ACA GAA 
LEU CYS VAL LEU HIS GLU LYS THR PRO VAL SSR ASP ARC VAL THR LYS CYS CYS THR GLU 

lS6 ' lS8 « IS?? l6Vt 

rcz Trc srs *»c acq cca cca tcc m tca cct crc caa ere cat caa aca tac ctt ccc 

S3* L£U V*. ASM ARG ARC PRC CYS PHE SES' ALA LEU GLU VAL ASP CLU THR TYR VAL PRO 
l *~ loSS li/n 

aaa we rrr aat cct caa aca ttc acc ttc cat cca cat ata tcc aca ctt tct gac aa« 

LYS CLU PHE ASM ALA GLU THR PHE THR PHE HIS ALA ASP ILE CYS THR LEU SER GLU LYS 
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1433 1700 1730 
GAG AGA CAA ATC AA G AAA CAA ACT GCA CTX GTT GAG CTT GTG AAA CAC AAG CCC AAG GC 

1805 1820 183S 

1865 l88 ° 1895 

CAA GCT GCC TTA GGC TTATAA CAT CAC att t*a ^ „ 

( S8S-STn k TAA flAG CAT CTC AGC CTA CCA 
GLN ALA ALA LEU GLYTETT^ 
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1 2 3 



0,5 microgrammes de HSA naturelle (SIGMA) 
1 microgramme de HSA naturelle (SIGMA) 
Proteines insolubles, contenant 1'HSA recombinante 
correspondent a 100 microlttres de culture becterienne 
a denslte optique de 4 (A 6 , 0 ) 
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DETECTION OE LA RENATURATION 
DE LA SERUM-ALBUM I NE HUMAINE PAR DOSAGE 
ELISA : PRINCIPE DE LA METHODE 



'Serum-albumfne hunuine 
'native 
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Exces de serum-albumine 
native dans la preincubation 



Anticcrps monoclonal 
anti-conformation native 



cupule de plaqu* 
d'tmmuno-titration 



PAS DE SIGNAL 




m r-i | 



, strum-albumin* denature* 
+ autre? molecules 



, Anticorps anti-lgG d* sour to 
marque o la phosphatase* 
alcalin* 
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Preincubation en presence 
de serum-albumin denaturee 
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Comp8raison de la serum-alDumine humawe 
autfientique et de lo serum-albumine humaine 
prepare par le procede de preparation microbiologique 



A B 



Gel de polyacryiamide natif 1053 



A- serurr.-alSijrnme fiurr.aine (Sigma) 

5- serum- alfcumme humame reccmDinante 
aores "enaturs'.icr. 
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